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論文内容の要旨  
 
動物が生存するためには、外界からの刺激を脳が適切に処理する必要がある。動
物では、感覚細胞や神経細胞により、外界からの刺激が感知され、その情報が神経
細胞を介して次の神経細胞や筋肉細胞に伝達される。情報の伝達は神経細胞同士、
または神経細胞と筋肉細胞との繋ぎ目であるシナプスという部位で行われている。
シナプスにおける情報伝達は、以下の一連の過程によって行われている。まず、神
経終末へ活動電位が伝わり、シナプス前膜が脱分極する。この脱分極により、シナ
プス前細胞への Ca2+流入がおきる。細胞内 Ca2+濃度上昇を受けて、神経伝達物質を
含んだシナプス小胞がシナプス前膜に融合する。そして放出された神経伝達物質が、
シナプス後細胞の受容体に結合することで、受容体が活性化される。この一連の過
程が適切に行われ、正しい標的に対して適切な量の情報伝達が行われることが、正
常な脳神経機能において非常に重要である。実際、シナプス伝達異常によってアル
ツハイマー病、統合失調症などの様々な神経疾患が引き起こされる事が知られてい
る (Busche et al. ,  2008; Lewis and Chetkovich, 2011 )。そのため、シナプス伝達機構調
節の分子メカニズムを調べる事は非常に重要であるが、まだ不明な点が多い。  
そこで本研究では、ショウジョウバエ幼虫の神経筋接合部位 (Neuromuscular 
Junctions; NMJs)をモデル系として、シナプス機能調節に関わる可能性のある分子に
着目し、その分子の機能解析を行った。  
ショウジョウバエは、ライフサイクルが短く扱いやすいため、実験動物としての
歴史が長く、遺伝学的、分子生物学的手法が豊富に存在する。そのため現在までに
ショウジョウバエをモデルとした発生学や神経科学などの研究が盛んに行われてき
た (Keshishian et al . ,  1996; Kazama et al. ,  2003; Marqués and Zhang, 2006; Uytterhoeven 
et al. ,  2011; Müller et al. ,  2011)。ショウジョウバエ幼虫の NMJs は、A1-A7 の各体節
に片側あたり 30 個の筋肉細胞が規則正しくならび、腹部神経節から投射している約
35 の運動ニューロンがどの筋肉細胞にシナプスを形成しているかが同定されてい
る (Keshishian et al. ,  1996)。そのため、シナプスの応答と形態を単一シナプスレベル
で解析することが可能であり、シナプス形成、機能調節の分子メカニズムの解明に
適した実験系であると考えられる。また、ショウジョウバエ神経筋シナプスはグル
タミン酸作動性シナプスである。グルタミン酸は哺乳類中枢神経系の興奮性の神経
伝達物質として働いているため、ショウジョウバエの神経筋シナプスは、哺乳類に
おける中枢神経系シナプスのモデル系となるのではないかと考えられている。  
本研究では、シナプス機能と調節に関わる分子として、Centaurin という分子に着
目した。Centaurin は共通ドメインとして、GTPase (GTP を GDP に変換する )、PH (脂
質に結合する )、ANK (ankyrin repeat, タンパク質とタンパク質間の相互作用に関わ
る )、Arf GAP (ADP ribosylation factors GAP, GTPase を活性化する )をもち、 family を
形成している (Jackson et al, .  2000)。哺乳類においてはサブファミリーが 4 種 (α, β,  γ,  
δ)存在し、それぞれの遺伝子から多くの isoform が産生される。現在までに、Centaurin 
family member の脳発達における関与 (Chan and Ye, 2011)や、樹状突起分化、神経突
起伸長などへの関与 (Moore et al. ,  2007; Kobayashi and Fukuda, 2012)が報告されてい
る。また、ヒトの centaurin gamma2 は、自閉症患者の欠損領域に含まれていた遺伝
子であるという報告がある (Wassink et al. ,  2005) 。これらの報告から、Centaurin が
神経系において重要な機能をもつ可能性が示唆されてきたが、Centaurin のシナプス
伝達における機能、自閉症との関連はまだ明らかになっていない。  
Centaurin は共通ドメインとして ArfGAP ドメインをもつ。Arf は、小胞輸送や神
経細胞でのシナプス小胞リサイクリングに関与しているという報告がある
(Krauss et al ., 2003; Klassen et al . , 2010)。このことから、私は、Centaurin がシナプ
ス小胞のリサイクリングにおいて機能をもつ可能性があると考え、ショウジョウバ
エの神経筋シナプスにおける Centaurin の機能解析行った。  
ショウジョウバエの centaurin 遺伝子は 2 種 (β, γ)存在し、1 つの遺伝子から産生さ
れる isoform が 3 つ (A, B, C)のみで哺乳類と比較して分子の数が少ない。本研究では、
2 種の遺伝子のうち、 centaurin gamma 1A (cenG1A) に着目した。 cenG1A 遺伝子は、
ショウジョウバエ幼虫の筋肉細胞にも神経細胞にも存在している (Flybase)。また、
発生段階において運動ニューロンが筋肉細胞に投射していく過程で、運動ニューロ
ンの投射に依存して筋肉細胞内で発現量が増加していた遺伝子であることがわかっ
ているため (Fukui et al . ,  2012)、シナプスにおいて何らかの機能をもつことが期待で
きる分子である。cenG1A 遺伝子のシナプスにおける機能を調べるために、細胞内膜
電位記録法を用いた電気生理学的解析を行った。細胞内電位記録法とは、筋肉細胞
にガラス電極を刺入し、神経伝達物質放出に伴う筋肉細胞の膜電位変化を記録する
方法である。電極を刺入した筋肉細胞に投射している神経束を刺激し、細胞内外の
膜電位変化を記録することで、刺激によって生じる伝達物質放出に伴う筋肉細胞膜
電位変化である Excitatory junctional potentials  (EJPs)を測定することができる。また、
神経束刺激を行わずに、記録を行うことで自発的な伝達物質放出による筋肉細胞膜
電位変化である Miniature junctional potentials  (mEJPs)を測定することができる。EJPs
の大きさは放出確率 ×シナプスサイト数 ×シナプス小胞数 ×mEJP の大きさで表され
る。EJPs の大きさの構成要素のうち、mEJPs の大きさ以外の、放出確率×シナプス
サイト数×シナプス小胞数を Quantal content (QC)という。QC は神経束が刺激を受け
た際のシナプス前細胞から放出された小胞の数、つまりシナプス前細胞の伝達物質
放出の指標として用いられる。cenG1A 遺伝子の変異体において電気生理学的解析を
行ったところ、mEJPs の大きさは変異体と対照個体で有意な差異はみられなかった。
しかし、変異体では EJPs の大きさが著しく増加していたことがわかった。更に、
QC も対照個体と比較して有意に増大していることがわかった。このことから、
cenG1A 変異体では、シナプス前細胞からの神経伝達物質放出量が増加している可能
性が高く、CenG1A がシナプス伝達において機能を持つ可能性が高いことが示唆さ
れた。そこで、CenG1A のシナプスにおける機能を調べるために、神経細胞、また
は筋肉細胞特異的に cenG1A 遺伝子の発現を抑制した個体において同様の解析を行
った。神経細胞特異的に発現を抑制した個体、筋肉細胞特異的に発現を抑制した個
体どちらにおいても EJPs の大きさと QC が有意に増大していた。このことから、神
経細胞、または筋肉細胞特異的に発現を抑制した個体において、発現抑制部位に関
わらず、シナプス前細胞からの神経伝達物質放出量が増加している可能性が高いこ
とがわかった。これらの個体で見られた放出量増加の要因について調べるために、
抗体染色によりシナプスの形態について解析をおこなった。シナプス前細胞の面積、
筋肉細胞に発現しているグルタミン酸受容体の量、シナプスサイト数について解析
を行ったが、神経細胞、筋肉細胞特異的に発現を抑制した個体どちらにおいても影
響は見られなかった。伝達物質放出量増加要因として、シナプスサイト数、放出確
率、シナプス小胞数などの変化が考えられる。これらの要因のなかで、上記のよう
に形態学的解析により、シナプスサイト数に差異がみられないことが確認できたの
で、残る要因である放出確率、シナプス小胞数について解析を行った。まず、放出
確率を調べるために、短い時間間隔で 2 回連続刺激を行う Paired pulse stimulation 
(PPS)を行った。PPS において、 1 回目の刺激に対する応答の大きさと 2 回目の刺激
に対する応答の大きさの相対比をとり Paired pulse ratio (PPR)を算出する。 PPR は
Ca
2+依存的な放出確率の指標として用いられている  (McNaughton,  1982;  Manabe  
et al. ,   1993)。Ca2+依存的な放出確率とは、シナプス小胞のシナプス前膜への融合
のしやすさのことを示す。対照個体と比較して放出確率の高い個体では、一回目の
刺激によって多くの小胞が放出されてしまい、二回目の刺激に対して放出される小
胞が少なくなってしまう。そのため、PPR は対照個体と比較して小さくなると考え
られている。神経細胞、または筋肉細胞の CenG1A 発現を組織特異的に抑制した個
体において PPR を算出したところ、対照個体と比較して PPR が小さいことがわかっ
た。このことから、神経細胞特異的、筋肉細胞特異的に発現を抑制した個体ともに、
放出確率が高くなっている可能性が示唆された。次に、シナプス小胞数について解
析を行った。シナプス小胞は高頻度刺激を行うことで枯渇していく。そのため、50Hz
の高頻度刺激を 30sec 与え EJPs の大きさを測定すると、EJPs の大きさが徐々に減衰
してくる。高頻度刺激下で放出されるシナプス小胞は、RRP の小胞だけでなく、RP
から RRP へ移行し放出される小胞を含む。本研究ではこの高頻度刺激下でみられる
減衰度合を、放出可能シナプス小胞数の指標として用いた。シナプス小胞数の増加、
またはリサイクリング速度の増加、あるいはこの両方がおきている個体では、高頻
度刺激に対する EJPs の大きさの減衰が少ないことが予想される。神経細胞、または
筋肉細胞特異的に発現を抑制した個体について、減衰度合を算出したところ、神経
細胞特異的に発現を抑制した個体でのみ、対照個体と比較して EJPs の大きさの減衰
が少ないことがわかった。このことから、神経細胞で CenG1A を抑制した個体では、
放出可能シナプス小胞数が増加している可能性が高いことが示唆された。  
これらの結果から、ショウジョウバエの cenG1A 遺伝子をシナプス前細胞で抑制
した個体については、放出確率と放出可能シナプス小胞数の増加 (左図 )、シナプス
後細胞で抑制した個体では放出確率の増加 (右図 )によってシナプス前細胞からの神
経伝達物質放出量が増加している可能性が高いことがわかった。また、CenG1A 発
現を抑制することで、伝達物質放出量が増加したことから、cenG1A 遺伝子はシナプ
ス伝達における negative regulator としての機能をもつ可能性が示唆された。  
 
 
 
図 .  組織特異的に CenG1A を抑制した個体における結果のまとめ  
左図 ,  シナプス前細胞特異的に CenG1A 発現を抑制した個体では、放出確率の
増加とシナプス小胞数の増加が生じている可能性が高い。  右図 ,  シナプス後細
胞特異的に CenG1A 発現を抑制した個体では、放出確率の増加が生じている可能
性が高い。  
審査の結果の要旨  
 
本研究は、興味深い分子構造を持ち、樹状突起形成や神経軸索伸長など神経発生
過程への関与が報告されているが、これまでシナプス伝達過程への関与が明らか
でなかったセンタウリンγ１A という分子について、ショウジョウバエ幼虫神経
筋シナプスを用いて、その機能を解明した研究である。ショウジョウバエ幼虫神
経筋シナプスは、シナプス形成・伝達に関わる種々の分子の同定と機能解析を 1
シナプスレベルで明確に示すことが可能な実験系として適用され、多くの成果が
挙げられてきた。本研究では、この実験系を用いて、まず、電気生理学的解析と
免疫組織染色法を用いた形態学的解析により、センタウリンγ１A の P 因子挿
入変異体ではシナプス前細胞からの神経伝達物質放出が増大していることを明
らかにした。一方、神経終末の大きさや神経伝達物質受容体量、アクティブゾー
ンの数などの形態的な変化は見られなかった。次に、シナプス前細胞あるいはシ
ナプス後細胞特異的に RNA 干渉法によりセンタウリンγ１A の機能を抑制する
実験を行ったところ、センタウリンγ１A はシナプス前細胞、後細胞両方で機能
を持つこと、いずれの場合もシナプス前細胞からの神経伝達物質放出が増大して
おり、シナプス前細胞で抑制した場合は、放出可能シナプス小胞数の増加と、放
出確率の増加が、後細胞で抑制したときは放出確率の増加が見られる可能性が示
唆された。以上の結果から、センタウリンγ１A はシナプス伝達過程においてネ
ガティブレギュレーターとして重要な機能を担っていることが示唆された。セン
タウリンγ１A の構造（低分子量  G タンパク質である Arf の GAP ドメインや
PI3K シグナルに関連する PH ドメインを持つ）と本研究の結果から、センタウ
リンγ１A は小胞リサイクリングに関与しているのではないかという仮説が考
えられた。また、シナプス後細胞のセンタウリンγ１A 抑制によりシナプス前細
胞からの神経伝達物質放出増加というシナプス前細胞での機能変化が見られた
ことから、シナプス後細胞からシナプス前細胞へと働きかける逆行性因子の関与
が考えられ、シナプス後細胞のセンタウリンγ１A は逆行性因子の分泌にたいし
てもネガティブレギュレーターとして働いている可能性が考えられた。これらの
仮説をさらに、裏付ける結果として、現在、共同研究により、電子顕微鏡観察を
行い、シナプス前細胞のセンタウリンγ１A の機能を抑制した個体において、小
胞のサイズや大きさにも影響が見られる結果が得られつつある。本研究の成果は、
現在、国際誌に Revise 中であり、追加実験とともに、投稿する予定である。本
研究は、ショウジョウバエセンタウリンγ１A 機能抑制個体のシナプス伝達過程
における表現型に関する最初の報告で有り、種々の神経疾患におけるネガティブ
レギュレーターの重要性を考える上でも、大変興味深い内容で有る。論文提出者
の発表・質疑応答もしっかり行われ、東京薬科大学生命科学部博士学位論文審査
に合格するに値するものと判断した。  
 
